ANS Et 48 i EI? 


dat 
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F 估 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 不 同 接种 密度 对 细胞 紧密 连接 性 及 细胞 活力 的 影 


摘 BE: AS EV 


KWA BRA E 
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胞 的 体外 分 离 、 鉴 定 及 其 原 代 培养 吸收 模型 的 构建 与 评估 


林 张 丽 阳 罗 绪 刚 ” 


究 室 ， 北 京 100193) 


响 ,为 建立 肉鸡 鸡 胚 体外 原 代 培 养 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 吸收 模型 选择 最 佳 的 细胞 接种 密度 。 试 


验 采用 单 


果 表 明 : D 刚 分 离 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 团 呈 球形 ， 


子 完全 随机 试验 设计 ， 


贴 壁 后 细胞 团 开 始 向 外 伸展 ， 


RE” 生长 。2) Abit 


ERE 


阴性 对 照 组 的 十 二 指 


K, FH 1 284 


E4 
膜 电 阻 (TEER) 值 均 满足 大 了 


因 
胞 接种 密度 分 别 为 2.90x105、6.25x1056、8.75x106 个 /mL， 每 个 组 6 个 重复 ， 共 培养 4d。 结 


逐渐 铺 成 片 ， 细 胞 之 间 界 限 清晰 、 
酸 酶 染色 ， 阳 性 试验 组 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 胞 奖 被 染 成 了 蓝 黑 色 ， 


田 胞 不 着 色 。3 ) 在 细胞 培养 的 48 和 72h, 


tk 设 3 个 组 ， 工 组 、 开 组 、 王 组 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 


且 细 胞 团 的 大 小 均一 ， 悬浮 于 培养 液 中 ， 


贴 壁 均匀 ， 呈 单 层 “铺路 石 


[组 和 开 组 细胞 的 跨 


(P>0.05). 4) Æ% 


间 为 48h 时 ， 细 胞 间 界 限 清 晰 、 生 长 状态 良好 、 紧 密 连 接 性 强 ， 
| 胞 物质 吸收 模型 构建 成 功 , 可 为 后 续 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 的 吸 
良好 的 试验 模型 。 


CHE FRA XS HS RTH ob BP 


胞 培养 的 24 Fl 48h, I 2A4 


ie SKF IMIE (P<0.05). DAES 


收 规 律 及 其 分 子 机 制 的 研究 提供 了 


关键 词 : HRE? 


四 胞 培养 液 


F 300 Qc 的 试验 要 求 ， 酚 红 透 过 率 均 满足 小 于 5% 的 试验 要 


胞 的 TEER 值 均 显 著 高 于 工 组 〈P<0.05)， 细 胞 酚 红 透 过 率 均 显著 低 于 开 组 


! 的 乳酸 脱氧 酶 (LDH) 活力 均 


表明 ， 细 胞 接种 密度 为 2.90x105 个 /mL， 培 养 时 


VS 


胞 活力 最 佳 ， 即 表明 原 


田 胞 ， 原 代 


中 图 分 类 号 : $831; $811.3 


小 肠 是 动物 重要 


的 消 
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跨 膜 电阻 


化 器 官 ， 是 营养 物质 主要 的 消化 与 吸收 的 场所 。 而 小 肠 上 皮 细 胞 
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C 


(intestinal epithelial cells, IEC) 作为 
又 是 机 体 免疫 屏 
肠 上 皮 细 胞 在 一 定 条 伯 


FB FFA 


体外 培养 胚胎 组 织 比 成 体 组 织 更 易 生 存 和 生长 , 因而 其 细胞 分 离 后 容易 
织 中 大 部 分 是 非 繁殖 的 分 化 细胞 ， 当 细胞 分 化 时 生长 受到 严 


障 的 重要 


组 成 部 分 ， 具 有 消化 、 


体内 更 新 最 快 的 一 类 


吸收 、 


胚 龄 鸡 胚 ， 


F 下 可 进行 体外 分 离 和 壕 养 。 体 外 分 离 培养 小 肠 上 皮 细 胞 对 于 研究 肠 道 
生物 学 功能 、 营 养 物 质 吸收 机 制 及 其 调控 以 及 小 肠 上 皮 旨 
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aie. 


|] 胞 增殖 和 分 化 提供 了 简单 、 
究 营 养 素 及 其 他 外 界 因素 对 肠 上 皮 的 作用 提供 了 理想 的 体外 模型 P 


昌 胞 ， 是 肠 道内 外 环境 的 媒介 
免疫 等 重要 的 生理 功能 


中。 小 


快速 的 
一 般 而 言 ， 


培养 成 功 。 而 成 体 组 


重 抑制 或 完全 停止 , 并 且 成 体 组 


龄 越 大 ， 体 外 培养 的 成 功率 越 低 ,这 可 能 与 胚胎 干细胞 的 分 化 水 平 有 关 ， 故 成 体 来 源 
田 胞 增殖 极为 困难 ， 且 培养 周期 缩短 中 。 
马 玉龙 等 四 和 证 少 鹏 等 


4s $f E4156 ALO RWS XS HE, Guo 
HEA ISARWSXS IE, Derache (lids HAF 18 ews AS HH ot 


WFR, T E AR SO HL 20 FR WS RHETT “DoE BCA HER A ie Hy EA) E ma 


体外 原 代 培养 模型 。 


十 二 指 肠 


以 上 文献 中 选取 的 鸡 豚 多 集中 如 


上 皮 细 胞 进行 


道 ， 有 诸多 研究 月 
连接 性 的 评估 器。 本 实验 室 


原 代 培养 。 但 


磷 在 肉鸡 原 位 结扎 灌注 肠 段 中 的 主要 


入 下 


在 以 上 2 个 试验 的 基 而 


HE, H 


物质 吸收 模型 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 设计 


试验 采用 
接种 密度 分 


BWA 2.90x10°, 


吸收 肠 段 是 十 二 指 肠 , 胡 义 信 0 用 自然 饲 


究 证 实 磷 在 肉鸡 自然 饲 喂 过 程 中 的 主要 吸收 肠 段 是 十 二 指 肠 , 与 Liu 等 09 研 究 结 果 一 致 。 
体外 原 代 培 养 十 二 指 肠 上 皮 旨 
鸡 鸡 胚 原 代 培 养 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 中 的 转运 
Caco-2 细 胞 评估 其 单 层 模型 细胞 连接 紧密 和 
在 不 同 培养 时 间 下 对 旨 


指 肠 上 皮 细胞 吸收 模型 选择 最 人 


旧 胞 连接 紧密 性 及 细 


6.25x10°, 


的 方法 ,来 记 


J [10-13] 


田 胞 的 方法 ， 


E18 胚 龄 左右 ， 故 本 试验 选用 18 胚 龄 鸡 胚 
是 关于 原 代 培养 肠 上 皮 细 胞 用 于 物质 吸收 试验 未 见报 
有 Caco-2 细 胞 进行 培养 作为 物质 吸收 模型 
前 期 Liu 等 09 用 半 体 内 半 体 外 的 原 位 结扎 灌注 肠 段 法 在 


， 并 进行 其 单 层 模型 细胞 紧密 


究 发 现 ， 


司 喂 法 进一步 深 


可 进一步 证 实 磷 在 肉 


吸收 规律 及 其 分 子 机 制 。 
FE 估 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 不 同 接种 密度 
胞 活力 的 影响 , 为 建立 肉鸡 鸡 胚 体外 原 代 培养 十 二 


因子 完全 随机 试验 设计 ， 共 


设 3 个 组 ， 工 组 、 


8.75x10°\/mL, #72 6 个 重复 ， 


因此 ， 本 研究 采用 


的 细胞 接种 密度 , 并 最 终 构 建 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 原 代 培 养 的 


I 组、 组 十 三 指 肠 上 皮 细 胞 


每 个 重复 包含 2 
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个 培养 孔 。 
1.2 试验 动物 


18 MARRA CAA) 肉鸡 鸡 胚 ， 由 河北 漆 平 华 都 肉鸡 公司 提供 。 


1.3 主要 试剂 和 仪器 


主要 试剂 ， 杜氏 磷酸 盐 缓冲 液 (D-PBS)、DMEMIF12 培养 基 、 胎 牛 血清 、 台 盼 蓝 、 胶 


原 酶 1， 购 于 Gibco 公司 ; F-E MRI, IHF Sigma 公司 ; 表皮 细胞 生长 因子 、 唆 只 


We MTT) 试剂 盒 ， 购 于 上 海 凡 歌 生物 化 工 公司 ; 5- 省 -4- 氧 -3- 叫 唆 - 磷 酸 盐 /四 唑 硝 基 蓝 


CBCIP/NBT ) 碱 性 磷酸 酯 酶 显 色 试剂 盒 ， 购 于 则 云天 生物 技术 研究 所 ; 链 霉 亲 和 素 -生物 素 


SAW (SABC) 免疫 组 化 试剂 盒 、 二 氨基 联 葵 胺 (DAB) PARIE 4AF RPE, WF 


> 武汉 博士 德 生物 工程 有 限 公司 ;乳酸 脱氧 酶 Clactate dehydrogenase, LDH) 测定 试剂 盒 ， 购 
S 于 南京 建成 生物 工程 研究 所 ; 细胞 角 和 蛋白 18 抗体 ， 购 于 博 奥 森 公司 ; 胰岛 素 ， 购 于 迈 晨 科 
= 技 (北京 ) 有 限 公 司 ;， 其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 

N 主要 仪器 : 150, 500 目 细胞 过 滤 筛 《北京 索 莱 宝 科 技 有 限 公司 )， 超 纯 水 净化 装置 
co (Milli-Q, H] Biocell 公司 )， 自 动 灭 菌 锅 (TOMY SS-325)， 台 式 离心 机 (Eppendorf), 
> 0.22 hm 滤器 (美国 Millipore 4&7] ), CO: 培养 箱 〈 美 国 Thermo 公司 )， 相 差 倒 置 显微镜 (日 


本 Olympus 公司 )， 超 净 工 作 台 (YJ-1450 型 医用 净化 工作 台 ， 苏 州长 桥 净化 设备 三 )， 


Millicell-ERS 电阻 仪 “(美国 Millipore 公司 )，50 mL 离心 管 、60 mm 细胞 培养 下 、6 孔 细 胞 


培养 板 、96 孔 细胞 培养 板 美国 Coming 公司 )， 全 波长 酶 标 仪 GEM Biotek 公司 )。 


1.4 AA 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 的 消化 、 分 离 


参考 Guo 等 9 和 Qin 等 0 的 消化 分 离 细胞 的 方法 ， 取 18 胚 龄 AA 肉鸡 鸡 胚 ， 用 75% 酒 


精 探 其 外 壳 ， 晾 二 后 在 无 菌 条 件 下 取出 十 二 指 肠 ， 用 解剖 器 械 取 出 肠 组 织 ， 置 于 盛 有 预 冷 的 


含 2% 青 - 链 霉 素 的 D-PBS 中 ， 用 角 子 吻 除 十 二 指 肠 中 夹带 的 胰 脏 及 其 筋 膜 ， 用 含 2% 青 - 链 


AW D-PBS 反复 清洗 2~3 次 。 用 剪刀 将 十 二 指 肠 组 织 剪 成 0.5 cm 长 的 小 段 ， 转 移 至 盛 有 


30 mL DMEM/F12 培养 基 的 50 mL 离心 管 中 ， 剧 烈 振 荡 数 次 ， 将 清洗 液 吸 出 ， 


lirl 


EH 2~3 次 。 


然后 将 肠 段 剪 成 小 于 1 mm 的 组 织 块 碎片 ， 静 置 数 分 钟 自行 沉淀 ， 用 DMEM/F12 肠 段 清洗 


液 冲 洗 3~4 KE LOA, RAM. 


向 沉淀 中 加 入 10 倍 体积 的 1 mg/mL 胶原 酶 I 消 化 液 消 化 ,在 37 °C 水 浴 箱 中 慢 速 (80 循 


Chinax iv (ERAT 


环 /min) 振荡 消化 50 min， 消 化 完毕 后 ， 于 1 000xg 离心 8 min， 弃 上 清 去 除 酶 消化 液 。 继 


续 向 沉淀 中 加 入 10 mL DMEM/F12 肠 段 清 洗 液 悬 浮沉 淀 ， 轻 轻 吹 打 混 匀 ， 于 1 000xg 离心 8 


min， 弃 上 清 ， 重 复 该 洗涤 操作 1~2 次 。 加 入 10 mL DMEM /F12 贴 壁 培养 液 悬 浮沉 淀 ， 反 复 


轻柔 吹 打 5~10 YR, FA 150 和 500 目的 细胞 得 连续 过 滤 悬 液 以 去 除 组 织 块 和 成 纤维 细胞 ， 留 


在 500 目 得 上 的 细胞 团 用 DMEMVF12 贴 壁 培养 液 冲洗 下 来 ， 制 成 细胞 悬 液 ， 用 台 盼 蓝 染色 


法 进行 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 活 细胞 率 的 检测 。 
1.5 AA 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 活 细胞 率 的 检测 

用 绢 彬 等 9 使 用 的 台 盼 蓝 染 色 法 进行 十 三 指 肠 上 皮 细 胞 活 细胞 率 检测 。 主 要 步 又 为 : 取 
200 pL 细胞 悬 液 ， 加 入 等 量 0.4% 的 台 盼 蓝 溶液 ， 混 匀 后 取 1 滴 于 细胞 计数 板 上 ， 轻 轻 盖 上 


HK, 于 相差 倒置 显微镜 下 观察 。 分 别 计数 未 染色 的 细胞 数 ( 活 细胞 ) 和 染色 的 细胞 数 ( 死 


细胞 )。 活 细胞 率 计算 : 
活 细胞 率 (%) =100x 活 细胞 数 /( 活 细胞 数 + 死 细胞 数 )。 


当 活 细胞 率 达 到 95% 以 上 时 ， 可 用 于 以 下 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 培养 。 


1.6 AA 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细胞 的 培养 


采用 DMEM/F12 培养 基 作 为 基础 培养 基 ， 另 外 添加 胎 牛 血清 浓度 为 3%， 用 制 成 的 


DMEM/F 12 贴 壁 培养 液 将 获得 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 团 进 行 基 浮 ， 制 成 细胞 悬 液 ， 当 活 细胞 


率 达 到 95% 以 上 且 按 照 以 上 试验 设计 调整 细胞 密度 ， 随 即 取 1.5 mL 细胞 悬 液 接 种 于 


Transwell 6 和 孔 细胞 培养 板 的 上 槽 中, 另 取 没有 细胞 的 DMEM/F12 培养 基 2.6 mL 于 Transwell 


6 孔 细 胞 培养 板 的 下 槽 中 ， 于 37°C, 5% COo 培养 箱 中 培养 ， 共 培养 4 d。 


1.7 AA 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 碱 性 磷酸 酶 染色 鉴定 
采用 洪 智敏 等 所 的 方法 进行 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 碱 性 磷酸 酶 染色 鉴定 。 原 代 培 养 的 十 
二 指 肠 上 皮 细 胞 贴 壁 生长 48 h 后 ， 选 取 已 接种 培养 细胞 的 1 块 6 孔 细胞 培养 板 ， 吸 出 6 个 


培养 孔 中 培养 液 并 以 磷酸 盐 缓 冲 液 PBS) 清洗 2 次 ， 洗 去 未 贴 壁 细 胞 及 碎片 杂质 ， 并 加 入 


4% 多 聚 甲 醛 固 定 液 固定 30 min。 随 后 以 PBS 洗涤 2 次 去 除 固 定 液 ， 即 可 用 于 鉴定 。 其 中 3 


个 培养 孔 作为 阳性 试验 组 ，3 个 培养 孔 作 为 阴性 对 照 组 。 有 具体 操作 步骤 按照 BCIP/NBT 碱 性 


磷酸 酯 酶 显 色 试剂 傅 说 明 进行 。 
1.8 样品 采集 与 制备 
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在 细胞 培养 的 第 24、48、72、96 h， 立 即 收集 培养 孔 上 覃 中 细胞 培养 液 0.5 mL 于 灭 菌 
的 1.5 mL 离心 管 中 ， 将 2 个 培养 孔 的 细胞 培养 液 收集 合 为 1 个 重复 ， 共 收集 6 个 重复 ， 于 


3 500 r/min、4 °C 条 件 下 离心 10 min， 取 上 清 置 于 -20 *C 冰 箱 中 保存 ， 以 备 测 定 细胞 培养 液 
‘A LDH 活力 ; 随即 弃 去 Transwell 6 和 孔 细 胞 培养 板 上 、 下 槽 中 剩余 细胞 培养 液 ， 用 含 酚 红 培 


养 基 和 无 酚 红 培养 基 测 定 细 胞 酚 红 透 过 率 ， 细 胞 样品 收集 于 灭 菌 的 1.5 mL 离心 管 中 ， 置 于 


TS 


-20 °C 冰箱 中 保存 以 备 测定 其 酚 红 透 过 率 ， 用 Millcell-ERS 电阻 仪 测量 每 个 培养 孔 的 跨 膜 电 


SH. (transepithelial electrical resistance, TEER) 值 。 连 续 测定 收集 4 d。 


1.9 样品 分 析 
分 别 于 细胞 培养 的 第 24、48、72、96 hp， 取 上 、 下 槽 培养 液 0.5 mL 于 有 具 塞 试管 中 ， 分 


别 加 入 1 mol/L NaOH 溶液 5 mL BE, FEAL. 1 mol/L NaOH 溶液 为 空白 ,在 560 nm 下 


测定 吸光 度 〈OD )。 按 以 下 公式 计算 细胞 酚 红 透 过 率 ; 


酚 红 透 过 率 (%) =100xOD ye / (OD trOD xp) 


细胞 生长 孔 TEER 值 计 算 : 
TEER 值 (Q-cm?) =《〈 细 胞 生长 孔 值 -空白 孔 值 ) x 微 孔 面积 


AP: 微 孔 面积 为 Transwell 6 孔 细胞 培养 板 插入 槽 的 面积 ， 为 4.67 cm2。 
将 每 天 收集 的 6 个 重复 的 细胞 培养 液 解冻 , 参照 南京 建成 生物 工程 研究 所 试剂 盒 说 明 书 


步 又 进行 LDH 活力 测定 。 


1.10 数据 统计 分 析 


用 SAS 9.020 软 件 中 一 般 线 性 模型 (general linear model,GLM) 程序 对 所 得 数据 进行 单 


因素 方差 分 析 ， 以 每 个 重复 分 析 样 本 作为 1 个 试验 单元 。 方 差分 析 差 异 显著 者 ， 以 最 小 显著 
差 数 法 (least significant difference, LSD) 比较 平均 值 间 的 差异 显著 性 。 以 己 < 0.05 作为 数据 


差异 显著 性 检验 标准 。 

2 结 R 

2.1 体外 原 代 培养 AA 肉鸡 鸡 豚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 分 离 观 察 结果 
镜 下 观察 发 现 ,可 获得 大 量 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 团 和 极 少 量 的 单个 肠 上 皮 细 胞 , 刚 分 离 

的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 团 呈 球形 ， 且 细胞 团 的 大 小 均一 ， 悬 浮 于 培养 液 中 《图 1-A)。 工 组 细 

胞 团 之 间 空 隙 较 大 ， 开 组 细胞 团 之 间 仍 有 较 多 空隙 ， 匡 组 细胞 团 之 间 的 空隙 明显 变 小 ,经 台 
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盼 蓝 染 色 鉴 定 ，3 个 组 细胞 活 率 均 在 95% 以 上 ， 以 上 结果 表明 ， 此 次 分 离 获得 的 十 二 指 肠 上 
皮 细 胞 适用 于 原 代 细 胞 培养 模型 的 构建 。 
2.2 体外 原 代 培养 AA 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 形态 学 观察 结果 


在 倒置 生物 显微镜 下 每 阳 24h 观察 各 处 理 细胞 生长 状态 、 形 态 特征 。 在 细胞 培养 的 24h， 


十 二 指 肠 上 皮 细 胞 团 沉 于 培养 板 底 部 ,已经 开始 贴 壁 ， 贴 壁 的 细胞 团 开始 向 外 伸展 ， 逐 渐 铺 
成 片 ; 组 的 细胞 团 贴 壁 伸展 较 好 ， 贴 壁 后 的 细胞 表面 较为 平整 ， 了 [组 仍 可 见 部 分 未 完全 伸 
展开 的 细胞 团 ，H 组 可 见 大 量 未 伸展 开 的 细胞 团 (图 1-B)。 在 细胞 培养 的 48h， 工 组 和 工 


组 的 已 贴 壁 细胞 之 间 界 限 清 晰 ， 排 列 紧密 ， 细 胞 呈 单 层 分 布 ， 多 呈 卵 石 状 、 顶 圆 状 ， 排 列 紧 
密 ， 细 胞 呈 “ 铺 路 石 样 ? 生 长 ; 葬 组 细胞 间 界 限 模糊 ， 有 较 多 未 贴 壁 的 死亡 细胞 团 依 附 在 上 面 


(图 1-C)。 在 细胞 培养 的 72 h， 工 组 和 开 组 的 细胞 界限 依然 较为 清晰 ， 排 列 紧密 ， 细 胞 呈 


单 层 分 布 ， 依 然 可 见 “ 铺 路 石 样 ” 生 长 的 细胞 ，ITI 组 细胞 模糊 不 清 ， 细 胞 脱落 明显 图 1-D)。 
在 细胞 培养 的 96h，3 个 组 的 细胞 都 开始 有 部 分 脱落 ， 细 胞 形状 开始 变 得 模糊 不 清 ， 此 时 细 
胞 基本 上 不 再 增殖 ; 工 组 和 工 组 已 贴 壁 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 之 间 界 限 变 得 模糊 不 清 ， 开 始 有 


部 分 脱落 ， 王 组 细胞 脱落 后 留 下 许多 空 泡 ， 细 胞 脱落 明显 (图 1-E)。 以 上 结果 表明 ， 工 组 


和 开 组 细胞 在 培养 的 48 和 72 h， 细 胞 之 间 界 限 清晰 、 生 长 状态 良好 、 贴 壁 均匀 ， 有 具备 了 做 


试验 处 理 的 条 件 。 


A. 刚 分 离 


A. Freshly isolated (4x) 


B. 培养 24h 


B. Cultivated 24 h (10x) 
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C， 培 养 48h 


C. Cultivated 48 h (20x) 


D. 培养 72h 


D. Cultivated 72 h (20x) 


E. 培养 96h 


E. Cultivated 96 h (20x) 


I 组 Group I [组 Group Il II 组 Group III 


图 1 原 代 培养 不 同时 间 肉 鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 形态 变化 
Fig.l Morphological change of primary cultured duodenal epithelial cells of broiler embryos 
under different cultivated times 
2.3 AA 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 碱 性 磷酸 酶 染色 鉴定 结果 
在 原 代 培 养 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 贴 壁 生长 48h， 以 I 组 的 细胞 为 例 ， 采 用 洪 智 敏 等 捉 
的 方法 进行 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 碱 性 磷酸 酶 染色 鉴定 。 结 果 见 图 2， 阳 性 试验 组 的 十 二 指 肠 上 
皮 细 胞 胞 浆 被 染 成 了 蓝 黑 色 〔 染 色 率 在 95% 以 上 )， 成 纤维 细胞 或 血细胞 等 杂 细 胞 不 着 色 ， 
另外 阴性 对 照 组 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 未 被 染色 。 以 上 结果 表明 , 本 试验 所 获得 的 细胞 是 分 化 


完全 、 功 能 健全 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 。 
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CARS 
ey i 
Na 


性 试验 组 TTT 


Positive experimental group (40x) Negative control group (40x) 
2 原 代 培养 48 h WISIS MEH Hi Ee A i PE i TO 
Fig.2 Alkaline phosphatase staining of primary cultured duodenal epithelial cells of broiler 
embryos after 48 h cultivations 
2.4 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 TEER 值 测定 结果 
在 细胞 培养 的 24、48、72、96 h， 对 已 贴 壁 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 测定 其 TEER 值 ， 见 图 


3。 从 相同 细胞 密度 不 同 培养 时 间 角 度 看 ，3 个 组 细胞 的 TEER 值 均 随 着 细胞 培养 时 间 的 变 


化 有 显著 差异 (P<0.05)， 工 组 和 工 组 细胞 的 TEER 值 的 变化 趋势 相似 ，I 组 细胞 的 TEER 


值 在 细胞 培养 的 48 和 72h 均 显著 高 于 24 和 96 hCP<0.05), 并且 在 48 和 72 h, 细胞 的 TEER 


值 维持 恒定 不 变 (P>0.05); 开 组 细胞 的 TEER 值 在 细胞 培养 的 48 h 显著 高 于 24 和 96h 


(P<0.05); II 组 细胞 的 TEER 值 在 细胞 培养 的 24 h 时 最 高 ， 在 48、72 和 96 h 均 显 著 降 低 


(P<0.05 )。 


从 相同 培养 时 间 不 同 细胞 密度 角度 看 , 在 细胞 培养 的 24 h，I 组 细胞 的 TEER 值 显著 低 


于 开 组 和 II 组 (P<0.05); 在 细胞 培养 的 48、72 和 96 h，I 组 细胞 的 TEER 值 显著 高 于 开 组 


CP<0.05)， 开 组 细胞 的 TEER 值 显 著 高 于 II 组 〈P<0.005)。 从 数值 上 看 ， 工 组 和 开 组 细胞 


的 TEER 值 在 48 h 均 达 到 最 高 状态 并 持续 到 72h， 且 I 组 细胞 的 TEER 值 均 大 于 开 组 。 


600 


(Q-em2) 
Wa 
© 
5 


a 一 组 
一 4 一 二 组 
Se 一 组 


二 


跨 膜 电阻 TEER 值 


24 48 72 96 培养 时 间 /h 


数据 点 不 同 小 写字 母 表示 相同 细胞 密度 不 同 培养 时 间 之 间 差 异 显 着 (P<0.05 ), 不 同 大 写字 母 表示 相同 


培养 时 间 不 同 细 胞 密度 之 间 差 异 显 著 〈(P<0.05)。 下 表 同 。 
Value datapoints with different small letters mean significant difference in the same cell density at different 
culture times (P<0.05), and with different capital letters mean significant difference at the same culture time in 


different cell density (P<0.05). The same as below. 


图 3 原 代 培 养 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细胞 的 TEER 值 


Fig.3 TEER values of primary cultured duodenal epithelial cells of broiler embryos (n=6) 


2.5 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 酚 红 透 过 率 测 定 结果 


在 细胞 培养 的 24、48、72、96 h， 对 已 贴 壁 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 测定 其 酚 红 透 过 率 ， 见 


导 4。 从 相同 细胞 密度 不 同 培养 时 间 角 度 看 ， 工 组 、 开 组 和 II 组 细胞 的 酚 红 透 过 率 均 随 着 细 


胞 培养 时 间 的 变化 有 显著 差异 〈P<0.05)， 工 组 和 开 组 细胞 的 酚 红 透 过 率 的 变化 趋势 相似 ， 


在 细胞 培养 的 24、48 和 72 h, 细胞 的 酚 红 透 过 率 随 细胞 培养 时 间 的 推移 而 显著 降低 CP<0.05 )， 


在 细胞 培养 的 96 h， 细 胞 的 酚 红 透 过 率 显 著 增 加 (P<0.05); 了 HI 组 细胞 的 酚 红 透 过 率 在 细胞 


培养 的 24 和 48 h 时 均 较 低 ， 在 细胞 培养 的 72 和 96 h 均 显 著 增 高 (P<0.05)。 


从 相同 培养 时 间 不 同 细胞 密度 角度 看 ， 在 细胞 培养 的 48、72 和 96h， 工 组 和 开 组 的 细 


ae 


胞 酚 红 透 过 率 均 显 车 低 于 II 组 〈P<0.05)。 


24 48 n 96 培养 时 间作 


妈 4 ” 原 代 培 养 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 的 酚 红 透 过 率 
Fig.4 Phenol red transmittance of primary cultured duodenal epithelial cells of broiler embryos 


(n=6) 


2.6 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 培养 液 中 LDH 活力 测定 结果 


9 


ANS 


在 


胞 密度 不 同 培养 时 间 角 度 看 ， 


时 间 的 变化 有 显 


=| 


E 
J 


72h 没 


的 LDH 活力 在 细胞 培养 的 24、48 h 均 在 较 低 水 平 
HI 组 细胞 培养 液 中 的 LDH 活力 


增高 (P<0.05), Œ% 


著 变 化 (P>0.05), £ 


胞 培养 的 24、48、72、96 h， 测 定 引 


胞 培养 液 中 的 LDH 活力 ， 见 图 5。 从 相同 纪 


I 组、 工 组 和 [I 组 细胞 培养 液 中 的 LDH 活力 均 随 着 细胞 培养 


GAR (P<0.05)， 


I 244 


EZ 


胞 培养 液 


胞 培养 的 96h 


E4 


从 相同 培养 时 间 不 同 


24, 48, 72h 均 有 显著 差异 (P<0.05)， 在 细 


度 


位 | 
J 


9 度 看 ， 


12H. IEM 


1H LDH 活力 在 细胞 培养 的 24、48 和 


T 


著 增 加 CP<0.05); 开 组 细胞 培养 液 中 


,在 细胞 培养 的 72.96h 显著 增高 (P<0.05); 


胞 培养 的 24、48 和 72 h 随 细胞 培养 时 间 的 推移 而 显著 


胞 培养 的 96 h 显著 降低 CP<0.05). 


胞 培养 液 中 的 LDH 活力 在 


胞 培 


养 的 24 和 48h， 工 组 细胞 培养 液 中 的 LDH 


WH) se KF IL ZA (CP<0.05)， 开 组 细胞 培养 液 中 的 LDH 活力 显著 低 于 HI 组 (P<0.05); 在 


细胞 培养 的 72h，I 24 


中 的 LDH 活力 显 


LDH 活力 均 显 


培养 的 24、48、72h 均 维 持 在 较 低 的 水 平 ， 在 台 


700 


600 


500 


400 


300 


LDH 酶 活力 (U/L) 


图 5 


HIR 


24 


PREFA AT ZE 


FIA (P<0.05); Æ4 


著 高 于 [组 (P<0.05)。 从 数值 上 看 ， 


48 


胞 培养 液 中 的 LDH 活力 显著 低 于 HT 组 (P<0.05), I 组 细胞 培养 液 
胞 培养 的 96h， 工 组 和 开 组 细胞 培养 液 中 的 
I 组 细胞 培养 液 中 的 LDH 活力 在 细胞 
胞 培养 的 96 h 开始 明显 升 高 。 

a 一 组 

一 4 一 二 组 

eH 

JA FRI [i] /h 


72 96 


胞 培养 液 中 的 LDH 活 


过 


Fig.5 LDH activity of primary cultured duodenal epithelial cells medium of broiler embryos 


了 AA 


壁 法 


(n=6) 


jaz 


EER MA aE? 


化 的 方法 


主要 有 差 速 贴 辟 法、 机械 刊 除 法 和 用 乡 


胞 比 肠 


vee 


da 


上 皮 细 胞 贴 壁 速度 快 的 特点 , DO 
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分 成 纤维 
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内 (1~2 ph) 完成 附着 过 程 ， 
振荡 即 浮 起 , 此 时 


利用 此 差别 可 以 


all 
-uü 


= 


ETHE SE 


已 贴 壁 的 肠 上 皮 


成 区 域 的 分 布 方 


i AaB ob Be? 
We BS AR JH E KEE 


SAE TR FERRE LE, 采 月 


mE 


FA 150~500 H HAm Ha 5 EE TE 


然后 用 500 A tii 


肠 上 皮 细胞 团 无 


胞 区 域 ,用 这 种 方法 往往 容易 造成 污染 、 细 胞 在 培养 孔 孔 底 分 布 不 均匀 等 情况 。 


LH 


fi REL EB) 


胞 悬 液 , 先 用 150 


细胞 、 成 纤维 细胞 和 单 


法 经 过 500 A iti, 


胞 其 液 , 接种 于 培养 板 中 就 5 


细胞 和 难 


留 在 500 目 得 上 的 细胞 团 


Hl LAB BR AI AT AR BRAS is BE A) CET HE 


胞 在 短 时 间 内 不 能 附着 或 附着 不 稳定 ， 稍 加 
胞 团 的 细胞 悬 液 , 重新 接种 于 新 的 培养 板 中 ， 
此 细胞， 从 而 获得 较 多 的 肠 上 皮 细 胞 团 。 许多 研究 
胞 ， 从 而 获得 肠 上 皮 细 胞 团 * 和 加。 但 用 这 种 方法 进行 操作 ， 会 损失 掉 一 部 分 
细胞 团 , 使 细胞 惹 液 中 肠 上 皮 旨 
净 。 在原 代 培 养 时 ， 上 皮 细 胞 和 成 纤维 细胞 往往 


利用 差 速 贴 壁 法 去 除 成 


田 胞 团 的 密度 降低 ， 且 成 纤维 细胞 无 法 去 除 干 


会 分 区 成 片 混杂 生长 ， 每 种 细胞 都 以 小 片 或 


胞 区 域 而 保留 


目 细胞 簿 来 得 除 未 被 消化 的 较 大 组 织 块 ， 


个 肠 上 皮 细 胞 , 而 直径 相对 较 大 的 


用 细胞 培养 液 


以 贴 壁 增殖 的 单个 肠 上 皮 细 胞 ,最终 留 在 细胞 悬 液 中 大 部 分 为 肠 上 皮 细 胞 团 。 
究 采 用 了 150~500 目 细胞 筛 连续 过 滤 的 方法 进行 去 除 成 纤维 细胞 , 获 


胞 团 ， 并 经 形态 学 观察 及 碱 性 磷酸 酶 染色 鉴定 ， 很 少 有 成 纤维 细胞 、 
细胞 纯化 较为 彻底 。 


目前 ， 鉴定 小 肠 上 皮 细 胞 的 常用 方法 有 形态 学 鉴定 、 碱 怕 


呈 单 层 “ 铺 路 石 样 ” 生 长， 边界 清晰 ， 互 不 重 
原 代 培 养 肠 上 皮 细 胞 的 形态 特征 


ZI 


上 皮 细 胞 微 绒 毛 上 的 标志 愧 


沙 到 肠 腔 内 的 


BE PORK, 制 成 细 


] 进 行 细胞 培养 3。 用 这 种 方法 可 以 很 有 效 地 去 除 大 量 成 纤维 


本 研 
得 大 量 十 二 指 肠 上 皮 细 


细胞 等 杂 细 胞 污染 ， 


， 多 呈 扁 平 多 角 状 、 


AD S 


Caco-2 细胞 单 层 的 紧密 连接 性 


其 中 TEER 值 测定 是 目 


Eagen, 该 本 


值 具有 密切 相关 ， 当 TEER 值 增 长 到 
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凝集 于 肠 细 胞 表面 ， 参 与 细 


胞 外 消化 过 程 ， 能 被 成 功 染色 的 细胞 即 为 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 。 洪 


磷酸 酶 染色 法 、 
法 等 请 5。 本 试验 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 增殖 迅速 , 在 培养 的 2~3 d 数量 显著 增多 ,形成 集落 ， 
& 


免疫 细胞 化 学 


WEIR MER, FE 


Eo 然而， 仅 赁 在 显微镜 下 观察 具有 肠 上 皮 细 胞 特征 的 细胞 不 
确定 为 小 肠 上 皮 细 胞 ， 只 能 确定 为 类 肠 上 皮 细 胞 ， 还 需要 ; 


步 鉴定 。 碱 性 磷酸 酶 是 小 肠 


胞 内 消化 及 上 皮 细 胞 脱 


智敏 等 名 、 


国 东 等 外 均 采 用 碱 性 磷酸 酶 染色 鉴定 法 成 功 鉴定 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 。 


一 般 用 细胞 TEER 值 和 标志 物 的 表 观 通 透 系数 来 评价 。 
前 公认 的 一 种 简单 而 权威 性 的 评价 方法 , 细胞 层 的 紧密 连接 与 TEER 


EKF (通常 为 大 于 300 Q:cm?) 后 即 表明 细胞 单 层 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


的 紧密 连接 性 好 P77。 TEER 值 越 大 , 说 明细 胞 紧密 连接 越 强 B331。 酚 红 为 水 溶性 小 分 子 物质 ， 


不 易 被 肠 笑 膜 代谢 且 不 会 通过 细胞 膜 转 运 , 可 以 间接 反映 单 层 细胞 之 间 连 接 处 的 通 透 量 , 作 


为 细胞 单 层 连接 紧密 性 的 标示 物 。 因 此 ， 本 试验 采用 酚 红 作为 探 针 评价 在 Transwell 6 天 


胞 培养 板 的 所 


i 槽 内 培养 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 间 连 接 的 紧密 性 ， 酚 红 透 过 率 小 于 5% 作 为 细胞 


单 层 形成 的 标志 B0。 在 本 试验 中 细胞 培养 的 24、48 和 72h， 工 组 和 开 组 细胞 的 TEER 值 均 


满足 大 于 300 Qem 的 试验 要 求 ， 酚 红 透 过 率 均 满 足 小 于 5% 的 试验 要 求 ， 并 且 2 组 细胞 的 


TEER 值 在 48 h 均 达 到 最 高 状态 并 持续 到 72 h， 另 外 ， 工 组 细胞 的 TEER 值 均 大 于 了 [组 , 细 


胞 酚 红 透 过 率 均 小 于 开 组 ， 说 明了 组 已 贴 壁 的 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 间 紧 密 连 接 性 更 强 。 由 此 可 


见 , 细胞 TEER 值 、 酚 红 透 过 率 也 可 以 作为 评估 原 代 培 养 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 紧密 连接 性 的 指 


标 。 


LDH 是 机 体 细胞 内 一 种 稳定 存在 的 酶 ， 当 细胞 膜 受到 损害 时 ， 它 就 会 通过 细胞 膜 从 细 


胞 内 漏出 到 细胞 外 ， 因 此 ， 细 胞 培养 液 中 LDH 活力 的 高 低 在 一 定 程度 上 上 反映 了 细胞 的 损 


伤 程度 B21。 


Qin 等 0 通过 测定 原 代 培 养 心肌 细胞 培养 液 中 的 LDH 活力 ， 来 作为 判断 热 应 


激 心肌 细胞 损伤 的 标志 。 所 以 ， 本 试验 通过 测定 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 培养 液 中 LDH 活力 来 间 


接 反 映 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 膜 的 完整 性 及 细胞 活力 。 本 试验 中 组 细胞 培养 液 中 的 LDH 活力 


在 细胞 培养 的 24、48、72 上 均 维 持 在 较 低 的 水 平 ， 在 细胞 培养 的 96 h 开始 显著 升 高 ， 而 其 


他 2 组 细胞 培养 液 中 的 LDH 活力 在 72 h 就 已 经 明显 升 高 , 表明 工 组 已 贴 壁 的 十 二 指 肠 上 皮 


细胞 在 细胞 培养 的 24、48 和 72 h 生长 状态 最 好 、 活 力 最 佳 。 


4 4 论 


综合 以 上 细胞 形态 学 、TEER 值 、 酚 红 透 过 率 、 细 胞 培养 液 中 的 LDH 活力 4 项 指标 得 


出 , 在 细胞 培 


紧密 连接 性 强 , 细胞 活力 最 佳 ， 因此， 原 代 培 养 肉鸡 鸡 胚 十 二 指 肠 上 皮 细 胞 的 物质 吸收 模型 


FHJ 48 h，2.90x106 个 /mL 细胞 密度 组 


ALS 


田 胞 生长 状态 良好 ,细胞 之 间 界 限 清晰 、 


构建 成 功 ， 


并且 该 组 细胞 所 用 的 接种 密度 〈2.90x105 个 /mL ) 可 以 作为 后 续 十 二 指 肠 上 皮 细 


胞 的 吸收 规律 及 其 分 子 机 制 的 研究 试验 中 所 用 的 细胞 接种 密度 。 
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ZHANG Shumin LIAO Xiudong LYULin ZAHNG Liyang LUO Xugang* 


(Mineral Nutrition Research Division, Institute of Animal Science, Chinese Academy of 


Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 


Abstract: This experiment was conducted to evaluate the effect of different inoculation density of 
duodenal epithelial cells on close connectivity and cell viability, and to choose the best cell 
inoculation density for building absorption model of primary cultured duodenal epithelial cells of 
broiler embryos in vitro. The experiment was used a single factor complete random design, the 
duodenal epithelial cells of chick embryos were randomly divided into 3 groups with 6 replicates 
per group, the inoculation densities were 2.90x10° (group I ), 6.25x10° (group II) and 8.75x10° 
cells/mL (group III), respectively. The experiment lasted for 4 days. The results showed as 
follows: 1) the isolated duodenal epithelial cells were uniform spherical shape, suspended in the 
medium. After adhered on the wall, the cells began to spread out and attached uniform and had 
clear boundaries, showing the growth of "paving stones". 2) Duodenal epithelial cells of the 
positive experimental group were stained blue-black, and the cells of the negative control group 
were not colored after alkaline phosphatase staining. 3) The transepithelial electrical resistance 
(TEER) values of cells in groups I and II were greater than 300 Q-cm/?, and the phenol red 
penetration rate was less than 5% after 24, 48 or 72 h cultivations. The TEER value of cells in 
group I was significantly higher than that in group II (P<0.03), while the phenol red 
transmittance rate of cells was significantly lower than that in group II (P<0.03). 4) The lactate 
dehydrogenase (LDH) activity of cell culture fluid in group I was significantly lower than that 
in groups II and III after 24 or 48 h cell cultivations. It is indicated that the cells with 
inoculation density of 2.90 10° cells/mL have clear boundary, strong growth, close linkage and the 
best viability after 48 h cultivations. Therefore, the absorption model of primary cultured duodenal 
epithelial cells in vitro of broiler embryos is established, which provide a model for studying the 
absorption and molecular mechanism of phosphorus in primary cultured duodenal epithelial cells. 
Key words: duodenal epithelial cells; primary culture; cell isolation; transepithelial electrical 
resistance 


*Corresponding author, professor, E-mail: wlysz@263.net 责任 编辑 ”武海 龙 ) 


16 


